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A Síndrome de Robinow se caracteriza por dismorfias faciais associadas a encurtamento 
mesomélico e genitália hipoplásica. Defeitos de segmentação costovertebral que 
incluem fusões de costelas também podem ser observados e permitem distinguir os 
pacientes com a forma autossômica recessiva da síndrome daqueles com a forma 
autossômica dominante. A forma recessiva é causada por mutações no gene ROR2 
(related orphan receptor 2), sendo que apenas dezenove diferentes mutações foram 
descritas em pacientes com a síndrome. O objetivo desse trabalho foi identificar novas 
mutações no gene ROR2 em pacientes com a Síndrome de Robinow autossômica 
recessiva. Foram selecionados onze pacientes originários do Brasil, Estados Unidos, 
Índia e Turquia com características clínicas da forma recessiva da síndrome. O 
sequenciamento foi realizado a partir de amostras de sangue e saliva por 
sequenciamento Sanger, ou por sequenciamento de nova geração na plataforma Ion 
PGM. Em um paciente a mutação foi detectada por MLPA. Identificamos 13 diferentes 
mutações sendo que 10 ainda não haviam sido descritas na literatura. A comparação dos 
dados clínicos dos pacientes estudados com as frequências dos sinais clínicos proposta 
por Mazzeu e cols. (2007) revelou frequência semelhante para a maioria dos sinais 
clínicos com exceção da fusão de costelas, ausente no paciente 5, a língua bífida 
presente em todos os 11 pacientes, o lábio superior fino que teve uma frequência de   
72% e anteriormente era de 26% e a má-oclusão dentária que teve uma frequência de 
60% enquanto que a frequência descrita anteriormente era de 93%. Assim, a descrição 
clínica detalhada de pacientes com diagnóstico confirmado molecularmente contribuiu 
para a definição das frequências dos principais sinais clínicos nessa forma da síndrome. 
Observamos também uma maior gravidade das manifestações esqueléticas nos pacientes 
com mutações que alteram o quadro de leitura mostrando assim que pode haver 
correlação entre o tipo de mutação e o fenótipo dos afetados. O conjunto de novas 
mutações detectadas no trabalho colaboram para um melhor entendimento da 






Robinow syndrome is characterized by facial dysmorphisms, mesomelic limb 
shortening and hypoplastic genitalia. Costovertebral segmentation defects including rib 
fusions may be present and allow the distinction between the autosomal recessive and 
the autosomal dominant forms. Recessive form is caused by mutations in ROR2 gene 
(related orphan receptor 2) and only 19 different mutations have been described in the 
literature in patients with the syndrome. The main goal of this work was to identify new 
mutations in ROR2 in patients with RRS. Eleven patients with clinical signs of RRS 
from Brazil, United States, India and Turkey have been selected. Sequencing was 
performed from either blood or saliva samples by Sanger sequencing or Next generation 
sequencing using Ion PGM platform. In one patient the mutation was detected by 
MLPA. We identified 13 different mutations, 10 not previously described in the 
literature. Comparison of clinical data from our patients and the frequencies of clinical 
signs proposed by Mazzeu e cols., (2007) revealed similar frequencies for most clinical 
signs except for rib fusions, absent in patient 5; bifid tongue, present in all 11 patients; 
thin upper lip that had a frequency of 72% compared to 26% in the previous report and 
dental malocclusion that showed a frequency of 60% and the previous frequency was 
93%. Therefore, a detailed clinical description of patients with a molecularly confirmed 
diagnosis contributed to the definition of frequencies of the main clinical signs of the 
syndrome. We also observed a more severe skeletal phenotype in patients with 
frameshift mutations showing that genotype and phenotype may correlate. The group of 
new mutations detected in the present work contribute to a better understanding of the 
physiopathology of the syndrome.  
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I.1 Síndrome de Robinow  
 A primeira descrição da síndrome de Robinow (S.R.), também conhecida como 
"Síndrome da Face Fetal´´, foi relatada por Robinow e cols., em 1969, na publicação“ A 
newly recognized dwarfing syndrome”, ao observar os filhos de um casal não 
consanguíneo que apresentavam características como nanismo mesomélico, genitália 
hipoplásica e anomalias faciais: hipertelorismo, fissuras palpebrais alargadas, nariz 
curto e anomalias dentárias. O relato de outros prováveis afetados de ambos os sexos 
em gerações precedentes sugeriu a forma de herança autossômica dominante da 
síndrome (SRD).  
Em continuidade às primeiras publicações sobre a Síndrome de Robinow, Wadia e 
cols em 1978, sugerem a forma de herança autossômica recessiva ao descreverem 
anomalias faciais e defeitos de segmentação costovertebral em dois pacientes filhos de 
um casal consanguíneo, apresentando assim uma forma de nanismo mesomélico 
agregado as anomalias faciais. Esta síndrome recebeu o acrônimo COVESDEM 
(costovertebral segmentation defects with mesomelia). No ano seguinte reconheceu-se 
que a síndrome COVESDEM era uma variante da S.R (SRR). 
Em 1982 Shprintzen e cols relatam o primeiro caso de transmissão de pai para 
filho excluindo a hipótese do mecanismo de herança ligada ao X, reafirmando então as 
formas de herança dominante e recessiva descritas por Robinow e Wadia. 
A incidência da síndrome de Robinow não é conhecida, devido à baixa 
apresentação de casos descritos na literatura. Uma maior frequência da forma 
autossômica recessiva da síndrome foi observada em populações da Turquia e Oman, 
regiões que apresentam alto índice de casamentos consanguíneos; cerca de 80% dos 
afetados pela forma recessiva são fruto de casamentos consanguíneos. A baixa 
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incidência da síndrome pode ser atribuída também a um subdiagnóstico de muitos 
casos, gerado pela grande variabilidade clínica entre os pacientes, o que torna o 
diagnóstico clínico diferencial complexo e a necessidade de uma descrição completa do 
fenótipo dos afetados (Aksit e cols., 1997). 
Dentro desse contexto a observação das manifestações clínicas apresentadas pelos 
pacientes torna-se essencial para o diagnóstico clínico tanto para a determinação da 
forma de herança autossômica recessiva ou autossômica dominante quanto para o 
diagnóstico diferencial com síndromes que apresentam manifestações clínicas 
semelhantes (Patton e cols., 2002). 
  
I.2 Manifestações clínicas 
 
As principais manifestações clínicas apresentadas pelos pacientes diagnosticados 
com a síndrome de Robinow são dismorfias faciais associadas a encurtamento 
mesomélico e genitália hipoplásica. A expressividade da síndrome é variável e o 
hipertelorísmo e a baixa estatura são os sinais mais marcantes da síndrome. Abaixa 
estatura é mais acentuada nos indivíduos com a forma autossômica recessiva que 
também podem apresentar defeitos de segmentação costovertebral que incluem fusões 
de costela. Já os pacientes com a forma autossômica dominante, podem apresentar 
estatura normal e acometimento cardíaco e renal (Mazzeu e cols., 2007). 
Frente à dificuldade de diagnóstico clínico diferencial das duas formas da 
Síndrome de Robinow, Mazzeu e cols., em 2007, realizaram um trabalho com um 
protocolo para exames clínicos baseado em descrições de sinais e sintomas clínicos 
anteriores com uma avaliação da frequência de 75 sinais e sintomas clínicos presentes 
em pelo menos 5% do total de pacientes avaliados. Foram avaliados 88 pacientes novos 
e da literatura sendo 37 com SRR e 51 com SRD. O diagnóstico baseou-se na presença 
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de baixa estatura ou encurtamento dos membros, qualquer grau de hipoplásia genital e 
avaliação da face incluindo o hipertelorísmo. Foram observadas as frequências de 75 
sinais clínicos em pacientes com SRR e SRD e definidos aqueles que definiam melhor 
cada uma das formas da síndrome.  
Hoje o diagnóstico diferencial das formas da Síndrome de Robinow está bem 
descrito quando se avalia um grupo de informações obtidas como histórico familiar, 
apresentação dos sinais clínicos, seu enquadramento dentro do grupo de sinais clínicos 
já observados para cada variante da síndrome e técnicas moleculares de diagnóstico que 
são uma ferramenta indispensável para confirmação da suspeita clínica (Fatih e cols., 
2005). 
Diagnóstico clínico diferencial entre a síndrome de Robinow e outras síndromes 
como as de Langer, Leri-Weill, Aarskog e Opitz, ainda pode ser difícil visto que 
algumas apresentam encurtamento de membros e baixa estatura associada à hipoplasia 
genital, alterações clínicas semelhantes às que acometem os pacientes afetados pela 
síndrome de Robinow (Robinow e cols., 1993).  
           
I.3 Etiologia da Forma Autossômica Recessiva 
 
Após os estudos de Robinow e Wadia descrevendo uma nova síndrome de 
nanismo, outros trabalhos são publicados relatando novos achados clínicos em pacientes 
com a forma autossômica recessiva da síndrome. Os principais sinais clínicos da forma 
recessiva da SR incluem baixa estatura, encurtamento mesomélico de membros, fusão 
de costelas, braquidactilia, defeitos cardíacos congênitos, hipoplasia genital e uma 
aparência facial dismórfica. A aparência facial inclui fronte proeminente, 
hipertelorismo, hipoplasia facial, boca larga e nariz curto com narinas antevertidas. As 
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anomalias orais incluem hiperplasia gengival, anormalidades dentárias e fenda lábio 
palatina (Mazzeu e cols., 2007). 
 Por ser uma displasia esquelética grave que promove anomalias esqueléticas 
acentuadas que levam ao acometimento da estrutura óssea de seus afetados a forma 
autossômica recessiva da síndrome de Robinow tem instigado pesquisadores a 
buscarem a melhor compreensão dos mecanismos envolvidos no fenótipo da síndrome.                      
Na busca da causa genética da síndrome Afzal e cols em 2000, realizaram o 
mapeamento por homozigose para identificar o gene envolvido na síndrome de 
Robinow autossômica recessiva, por meio de uma ampla pesquisa do genoma 
envolvendo cinco famílias de casais consanguíneos e descendentes afetados pela 
síndrome de Robinow autossômica recessiva. A única região de homozigose comum 
ocorreu em um segmento de 3-4 CM na região 9q22, entre os marcadores D9S1836 e 
D9S1803 (Afzal, e cols., 2000). 
Os mesmos autores deram continuidade ao estudo para localizar o gene no 
intervalo identificado, a partir da análise de polimorfismo conformacional de fita 
simples (SSCP) e sequenciamento e identificaram mutações nos exons 5,7 e 9 do gene 
ROR2 em 26 dos 27 pacientes investigados. Simultaneamente, Van Bokhoven e cols 
2000, encontraram mutações nos exons 5, 8 e 9 por sequenciamento em onze famílias 
com afetados pela SRR (Afzal, e cols., 2000). 
Em 2004, Schwabe e cols, realizaram um significativo trabalho em modelo animal 
apresentando uma detalhada análise em camundongos nocaute Ror2 - / - comparando 
com o desenvolvimento dos sinais clínicos apresentados por afetados pela forma 
recessiva da síndrome de Robinow. Análise da expressão de Ror2 na região craniofacial 
foi realizada em embriões em diferentes fases de desenvolvimento. Nas imagens abaixo 




                               
 
Figura 1: A. A,B,C,D preparações do esqueleto da coluna vertebral do recém-nascido. (A,B) tipo 
selvagem Wnt (B,C) Ror2 - / - ratos corado com vermelho de alizarina /Azul Alcian.B. M, N: expressão 
Ror2 no membro anterior de embriões em estágios E12.5 (M) e E14.5 (N). Adaptado de Schwabe e cols., 
2004. 
 
 O estudo em modelo animal ressalta a importância da expressão do gene Ror2 
nas fases iniciais da embriogênese, sua influencia na formação óssea e a atividade das 
proteínas Wnts durante o processo. Esses achados sugerem a possível interação entre 
Wnts e Ror2 e sua interferência no desenvolvimento das manifestações clínicas 
apresentadas por afetados pela forma autossômica recessiva da síndrome de Robinow e 
fornecem evidências para a melhor compreensão dos processos intracelulares que 
desencadeiam a clínica dos afetados (Schwabe e cols., 2004). 
 
I.3.1. Gene ROR2 
 
 O gene ROR2 (receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2), está localizado 
em 9q22.2, possui cerca de 222 kb é constituído de nove exons e transcreve um RNAm 
de 4092 b. A proteína ROR2 possui 943 aminoácidos e é um membro da família dos 
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receptores órfãos com atividade de tirosina quinase. As proteínas tirosina quinases 
como a codificada pelo gene ROR2 desempenham um papel na sinalização intracelular e 
servem de receptores para fatores de crescimento que controlam a multiplicação e 
diferenciação celular (Ali e cols., 2007). 
O mecanismo geral de ativação funciona pela ligação do ligante ao domínio de 
ligação extracelular SH2 estimulando a dimerização do receptor o que resulta na 
fosforilação da tirosina alvo levando ao recrutamento de proteínas sinalizadoras que 
ativam uma cascata de sinal intracelular. Esses receptores possuem três domínios 
extracelulares: um domínio semelhante ao da imunoglobulina Ig-like, um domínio rico 
em cisteina e um domínio Kringle. Os dois domínios intracelulares que tem atividade de 
tirosina quinase são ricos em serina e treonina e um domínio rico em prolina, como 
mostrado na Figura 2 (Schlessinger e cols., 2000). 
 
Figura 2: Representação estrutural da proteína tirosina quinase ROR2 com apresentação de seus domínios 
extracelular e intracelular.  
 
        
Minami e cols em 2010 ressaltam a presença de ortólogos do gene ROR2 em 
outras espécies como Drosophila melanogaster Dror (Ror1) e Dnrk (Ror2), o receptor 
Dror não possuindo os domínios Ig-like, rico em serina e treonina ou rico em prolina. 
Em C. elegans foi identificado um único ortólogo, cam-1 (canal-associated neurons 
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abnormal migration), cujo produto não possui um dos domínios ricos em serina e 
treonina nem o domínio rico em prolina.   
Forrester e cols., em 2002 trabalham com a conservação dos domínios comuns do 
receptor tirosina quinase Ror2 encontrados em ortólogos já descritos anteriormente 
comparando assim a estrutura do receptor em cada ortólogo e realizando uma 
retrospectiva de informações sobre a conservação dos domínios para cada ortólogo 
como mostra a Figura 3. 
 
 
 Figura 3: Representação esquemática da proteína ROR2 e comparação da conservação de domínios em 
ortólogos já encontrados. Adaptado de Forrester e cols., 2002.  
             
A estrutura da proteína ROR2 está bem descrita, seus domínios exercem funções 
já conhecidas em outros receptores tirosina quinase que participam de vias de 
transdução de sinais. O que a diferencia é sua participação na regulação de células 
envolvidas no desenvolvimento esquelético. A atividade normal desencadeia via de 
sinalização intracelular levando informações ate o núcleo controlando assim expressão e 
produção de proteínas. Alterações em determinados domínios podem levar a perda da 
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função normal da proteína ou ainda uma atividade parcial prejudicando as vias onde 
elas atuam (Yan e cols., 2008). 
 
I.4 Etiologia da Forma Autossômica Dominante  
 
Os primeiros estudos em modelo animal mostraram que camundongos nulos para 
Wnt5a e Ror2 exibiam fenótipos semelhantes aos encontrados em pacientes com 
síndrome de Robinow, incluindo dismorfismo facial, hipoplasia genital, encurtamento 
de membros e defeitos cardíacos e ainda, que a sinalização não canônica de Wnt que 
regulava a direção de migração celular era necessária para fusão do palato secundário 
durante o desenvolvimento embrionário (He e cols., 2008). 
A partir dos resultados obtidos em modelo animal foi sugerido que as alterações 
no gene WNT5A poderiam estar envolvidas com o fenótipo apresentado pelos pacientes 
com a síndrome de Robinow. Buscando a confirmação dessa possível relação, em 2010 
Person e cols, realizam um trabalho com pacientes diagnosticados com a forma 
dominante da síndrome e identificam mutações no gene WNT5A em 12% dos pacientes 
investigados, inclusive na família originalmente descrita por Robinow e cols. em 1969, 
confirmando o papel do gene WNT5A na etiologia da síndrome. 
Outras três famílias com mutação em WNT5A foram descritas por Roifman e cols 
em 2014. Em uma das famílias a mutação foi identificada por sequenciamento de exoma 
e a mutação confirmada por sequenciamento Sanger. O gene WNT5A está localizado no 
braço curto do cromossomo 3, 3p21-p14, nas posições    55.465.714 - 55.505.260  pares 
de base. Faz parte da família dos genes Wnt, que codificam proteínas de sinalização 
com atividade de regulação dos eventos morfogênicos, padronização durante a 
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embriogênese, diferenciação celular, crescimento, migração e oncogênese (Oishi e cols., 
2003). 
Sua atividade de sinalização intracelular ocorre a partir do complexo receptor- 
ligante com os receptores FZD5 (frizzled-5) e ROR2 (receptor órfão com atividade 
tirosina quinase 2). O receptor ROR2 está envolvido com o fenótipo encontrado em 
pacientes na forma recessiva, as proteínas Wnt ligam-se diretamente no domínio rico 
em cisteína extracelular do receptor ROR2; essa interação entre o receptor e as proteínas 
Wnt desencadeia uma de via de transdução de sinal que tem atividade no 
desenvolvimento craniofacial e esqueleto (Roel e cols., 2005). 
White e cols e Bunn e cols 2015 relataram oito e três pacientes respectivamente 
com a forma autossômica dominante da síndrome com mutações em DVL1 (dishevelled 
segment polarity protein 1), um gene que codifica um dos três ortólogos humanos da 
proteína da Dishevelled da Drosophila (DSH). DVL1 codifica uma fosfoproteína 
citoplasmática que regula a proliferação celular, atuando em processos de 
desenvolvimento, incluindo a segmentação e especificação de neuroblastos. A 
identificação de mutações nesse gene apoia o conceito de que mutações em outros genes 
da via WNT5A-ROR2 podem causar a Síndrome de Robinow.  
Quanto à observação das manifestações clínicas, o fenótipo dos indivíduos com 
mutações DVL1 é concordante com as descrições clínicas anteriores como 
características faciais típicas, anomalias dentárias e mesomelia observadas em 100% 
dos indivíduos. Em contraste com os indivíduos com mutações WNT5A relatados até o 
momento com estatura normal e apenas 75% dos indivíduos com mutações em DVL1 
apresentaram essa característica. Outro diferencial possível entre os dois tipos de DRS é 
macrocefalia observada em 100% dos indivíduos com mutações DVL1 presentes 
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nestudo. Em alguns pacientes com mutação em DVL1 foi observada osteoesclerose 
(White e cols e Bunn e cols 2015).  
Estudos complementares são necessários para investigar se mutações no exon 14 
do gene DVL1 têm uma atividade residual que compete com a proteína selvagem e sua 
função ou se o domínio C-terminal realiza um novo papel biológico imprevisível. O 
ganho de função da proteína mutante está previsto para contribuir para o traço de 
doença dominante. Mutações que geram perda de função observadas em camundongos 
nocaute para o gene Dvl1, originam um fenótipo relativamente leve consistindo de 
problemas comportamentais e contrastam com os defeitos morfológicos graves 
observados em camundongos nocaute com mutações em Wnt5a ou Ror2. Estas 
observações em camundongos suportam a hipótese de que o DVL1 truncado em 
indivíduos com DRS não levam ao fenótipo por perda de função, mas, sim pelo ganho 
de função apenas no Exon 14 do gene DVL1 (White e cols., 2015). 
 
I.5 Interação funcional das proteínas WNTs com o receptor ROR2 
 
Wnts são proteínas que tem grande potencial devido à multiplicidade de processos 
de sinalização que estão envolvidas interferindo no desenvolvimento, formação do eixo 
embrionário primário, melanoma e doenças neurodegenerativas (Polakis e cols., 2012), 
a rede de sinalização Wnts é complexa e contém numerosos componentes. Os 
receptores que realizam interações com as proteínas wnts são Frizzled9, receptor de 
lipoproteína 6 (LRP6), ROR2, proteína Tyr quinase 7 (PTK7), receptor de quinase Tyr 
(RYK), cada receptor atuando em uma via de sinalização diferente (Yasuhiro e cols., 
2010). 
O receptor ROR2 funciona com atividade de regulação da sinalização de Wnts 
que associa-se pelo domínio citoplasmático rico em cisteína do receptor ROR2. Essa  
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capacidade de regular a sinalização de Wnts em células osteoblásticas indica que o 
ROR2 pode regular a formação óssea. Existem 19 genes que codificam Wnts que 
ativam duas vias de sinalização que são classificadas em canônica (β-catenina-
dependente) ou não-canônica (β-catenina independente), a atividade de Wnts depende 
do contexto celular e da combinação do conjunto receptor e Wnt que realizam interação 
naquele momento por isso a variedade de combinações gera a complexidade das vias de 
sinalização  (Ben e cols., 2009).  
A melhor caracterização da via independente de β-catenina é a via de PCP 
(polaridade celular planar), mediada por receptores ROR2 que realizam interação com 
as proteínas wnts desencadeando processos de transcrição. O funcionamento dessa via é 
fundamental na osteoblastogênese e osteoclastogênese.  (Kazuhiro e cols., 2013) 
ressaltam que o efeito de Wnt5a na osteoclastogênese foi abolido em culturas de células 
Ror2 - / - o que indica que os sinais mediados por Ror2 são cruciais para o efeito de 
Wnt5a na osteoclastogênese. Sugere-se então que a interação da proteína wnt com o 
receptor Ror2 possa desencadear a via PCP interferindo na diferenciação dos 




Figura 4: Representação esquemática da ligação do receptor Ror2 à proteína Wnt5a e complexo proteico 
DVL e a possível via de sinalização PCP (polaridade celular planar) não canônica. Adaptado de Kazuhiro 
e cols., 2013.  
 
A atuação do receptor ROR2 na osteogênese e osteoclastogênese, mostra sua 
grande interferência no desenvolvimento do esqueleto. Falhas na sua atividade podem 
afetar a formação normal das estruturas ósseas, como encontrado nos pacientes com a 
síndrome de Robinow, forma autossômica recessiva. O conhecimento das mutações no 
gene ROR2 e o fenótipo associado podem colaborar para o entendimento do papel do 
receptor ROR2 na formação óssea e outros processos biológicos (Billiard e cols., 2006). 
O diagnóstico molecular de pacientes com SR é fundamental para a melhor 
compreensão da fisiopatologia de cada uma das formas da síndrome, correlação entre o 
genótipo e o fenótipo dos indivíduos, bem como para a melhor compreensão dos 
mecanismos intracelulares e como as alterações nas proteínas podem interferir na 




II. Objetivo geral 
 
            O objetivo geral desse trabalho foi identificar novas mutações no gene ROR2 em 
pacientes com a Síndrome de Robinow autossômica recessiva. 
 
II.1 Objetivos Específicos 
 
1. Descrever detalhadamente a história familiar e o quadro clínico dos pacientes a fim 
de corroborar a hipótese diagnóstica da forma autossômica recessiva da síndrome 
 
2. Identificar mutações no gene ROR2 nos afetados  
 




III. Materiais e Métodos 
 
III.1 Seleção dos pacientes para estudo  
 
 
1. Foram selecionados 11 pacientes com características clínicas da Síndrome 
de Robinow autossômica recessiva que aceitaram participar da pesquisa.  
2. Os pacientes foram atendidos no Serviço de Genética Clínica do Hospital 
Universitário da Universidade de Brasília, no Centro de Estudos do 
Genoma Humano na Universidade de São Paulo ou encaminhados pela 
Robinow Syndrome Foundation, EUA. 
3. Os pacientes ou genitores preencheram termo de consentimento livre e 
esclarecido.  
4. O projeto foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da Faculdade de 
Medicina da Universidade de Brasília (CEP FM: 079/2009; 25/11/2009). 
 
 
III.2 Material biológico 
 
 
        As amostras de sangue foram obtidas por punção venosa, em tubos de coleta com 
sistema a vácuo e EDTA como anticoagulante. Apenas um paciente teve amostra de 
saliva coletada. Os voluntários maiores de 18 anos assinaram o termo de consentimento 
livre e esclarecido, os pacientes menores de idade tiveram o consentimento livre e 






III.3 Triagem de mutações no gene ROR2.  
 
A pesquisa de mutações no gene foi realizada por sequenciamento Sanger direto 
em cinco pacientes. Em seis pacientes o sequenciamento das regiões codificantes do 
gene ROR2 foi realizado utilizando a plataforma Ion Torrent PGM. Apenas em um 
paciente foi realizado MLPA para detecção de alterações. 
 
III.3.1 Extração de DNA 
 
A extração de DNA foi feita a partir do sangue periférico pelo método Puregene 
“Salting out”. Este método é dividido em etapas, sendo a primeira de lise celular, onde 
foi utilizado 5mM MgCl2, 1mM EDTA pH 8,0 em uma reação e, 10mM Tris pH 7,5,                                                                    
1mM EDTA pH 8,0 e 1% SDS em outra, para cada reação a solução foi centrifugada a 
3400 rpm por 10 minutos. Para a segunda etapa utilizou-se 1 ml da solução de 
precipitação de proteína ao lisado celular. Esta solução contém 7,5M de NH4 Ac. 
Centrifugou-se a 3400 rpm por 10 minutos. As proteínas precipitadas formam um pellet 
marrom escuro e compacto.  
Na etapa de precipitação de DNA, o sobrenadante foi transferido para um tubo 
falcon contendo 3ml de isopropanol. O tubo foi invertido lentamente até que se 
formasse um novelo de DNA. A reação foi centrifugada a 3400 rpm por 3 minutos. 
Retirou-se o sobrenadante, e adicionou-se 3ml de etanol absoluto. A reação foi 
novamente centrifugada. Depois disso, drenou-se o tubo e deixou-se o DNA secar a 
temperatura ambiente por 15 minutos. Na última etapa, acrescentou-se ao tubo com o 
DNA 200-250 µl de TE 1x ou água milliQ, que resultou em uma concentração 
aproximada de 400 ng/µl. O DNA foi armazenado a 2-8ºC. O DNA obtido foi 
quantificado no espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Scientific). 
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III.3.2 PCR- Reação em cadeia pela polimerase  
 
Para as reações de PCR, num volume total de 25l, foram utilizados 80-200ng de 
DNA genômico, 2,5l de dNTP (200M de dCTP, dTTP, dGTP e dATP); 2,5U da 
enzima Taq polimerase (Invitrogen, Carlsbad, USA) e 2,5l de tampão específico dessa 
enzima; MgCl2 em concentração otimizada para cada par de primer, 1l (1,5M), de 
pares de primers específicos na tabela 1 e quantidade complementar de água. As 
condições de amplificação foram as seguintes: cinco minutos de desnaturação inicial a 
94°C, 35 ciclos de um minuto a 94°C, um minuto à temperatura de annealing calculada 
para cada par de primer e um minuto a 72°C, seguidos de uma etapa de extensão de 10 














Tabela 1: Primers utilizados para amplificação da região codificante do gene ROR2. 
Cada par de primer amplifica um exon do gene ROR2 ou parte dele.  
Exon Sequência 
1F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTCCTTTGTGTTCAAGCGTTCC- 3´ 
1R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCCCTCGTTCAGGAGCATGG- 3´ 
2F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTCCGCATTTGCTATTCTTGTG- 3´ 
2R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCATGCCCTCCAAGTCAAGAAA- 3´ 
3F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTAAATCGAAACCTTCCCTTGG- 3´ 
3R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCTGCTGACTGGTGTGTGTTCA- 3´ 
4F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTAATCACGAGTGGAGCCTGAG- 3´ 
4R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCCCCAGCCAACTTCTAGCAAA- 3´ 
5F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTCAGGTTTTTGTGTGACTTATGTG- 3´ 
5R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCGGCCAGGAACATTTTTAGGG- 3´ 
6F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTAGTGGGCAGTCTGGGATG- 3´ 
6R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCCCCCCATACACATTTCAAGG- 3´ 
7F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTGTGGGCTTGGGACTTCATTA- 3´ 
7R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCCCAACCCAGGTCAGGACA- 3´ 
8F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTTGAAGATTTTGGCTGGAGGT- 3´ 
8R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCCATTTAATGTTGGGGGAAACA- 3´ 
9-1F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTGCACAGGGACTCCACTCCT- 3´ 
9-1R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCCCACAAGGTGCACGAAGTC- 3´ 
9-2F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTAGCCCCTGAGCATGATCTTC- 3´ 
9-2R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCGGATCATCTCCACCACATCC- 3´ 
9-3F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTGTCCTACGGTGTGGTCCTGT- 3´ 
9-3R 5´-CAGGAAACAGCTATGACCTAGAAGTTGGGCAGGTAGGC- 3´ 
9-4F 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTCATGAAGGGCCAGATCAGA- 3´ 





O resultado da amplificação por PCR foi verificado por meio de eletroforese em 




Figura 5: Resultado da amplificação do exon 2 do gene ROR2. 1- Marcador de peso 
molecular, 2- Controle negativo, 3-6 Amostras de pacientes 
 
III.3.3 Sequenciamento Sanger 
 
  A purificação das amostras para sequenciamento foi realizada com kit Illustra™ 
ExoProStar™. 
O sequenciamento Sanger foi realizado para cinco dos onze pacientes 
participantes da pesquisa. Para o sequenciamento Sanger foi utilizado o sequenciador 
ABI 3130XL da Applied Biosystems, no Laboratório de Biotecnologia do Programa de 
Pós-graduação em Ciências Genômicas e Biotecnologia da Universidade Católica de 
Brasília, seguindo o protocolo de sequenciamento de rotina do laboratório. 
 
1            2            3           4           5           6 
 19 
 
III.3.4 Ion Torrent™ PGM™  
 
O sequenciamento do gene foi realizado utilizando a plataforma “Ion Torrent 
PGM ™” para seis dos onze pacientes participantes da pesquisa. O protocolo foi 
realizado segundo instruções do fabricante com resumido a seguir:  
Etapas 
1. Preparação da biblioteca 
 




4. Controle de qualidade 
 
5. Sequenciamento 
     
1. Preparação da biblioteca 
 Para preparo da biblioteca as amostras foram quantificadas no Qubit e Nanodrop 
e diluídas para 10 ng/μL. A seleção dos segmentos sequenciados foi feita com o Ion 
Ampliseq Inherited Disease Panel (Life Technologies), que inclui o gene ROR2. Foram 
preparados 3 pools de primers para cada amostra totalizando 10 μL. Logo depois do 
preparo as amostras passaram pelo termociclador, para amplificação. Os três tubos 
contendo pools de primers com amostras de cada paciente foram unidos em um só para 
digestão. As beads foram adicionadas as amostras. Realizou-se então a purificação das 




Purificação da biblioteca 
 
*Primeiro estágio de purificação 
 
 A reação foi transferida para um tubo 1,5 mL, foram adicionadas 25 μL de beads 
Agencourt AMPure XP; incubadas durante 5 min em temperatura ambiente; os tubos 
foram colocados na rack magnética e incubados por 5 min; o sobrenadante foi removido 
para um novo tubo de 1,5 mL, sem perturbar o pellet. 
 
*Segundo estágio de purificação 
 
Foram adicionadas 60 μL de beads; incubadas durante 5 min em temperatura 
ambiente; os tubos foram colocados na rack magnética e incubados por 5 min; o 
sobrenadante foi descartado sem perturbar o pellet; logo depois foram adicionados 300 
μL de etanol 70 o sobrenadante foi descartado sem perturbar o pellet; a lavagem com 
etanol 70% foi repetida e o sobrenadante descartado; os tubos foram removidos da rack 
magnética e foram adicionados 50 μL de TE, eluindo o pellet com a solução; os tubos 
foram colocados na rack magnética e incubados por 5 min; a solução foi transferida para 
novo tubo de PCR 0.2 mL; foram retirados 10 μL para quantificar no Qubit. 
 
2. Emulsão  









*Preparo da corrida  
 
Uma solução com 280 μL de Tween Solution e 40 μL de NaOH, totalizando 320 
μL foi preparada. Vortexada por 30 seg e centrifugada por 2 seg. Foram retirados 13 μL 
para um tubo 1,5 mL, adicionados 130 μL de My One Beads Wash Solution, 
posteriormente vortexada e centrifugada novamente. O tubo foi colocado na rack 
magnética e incubado por 2 min. O sobrenadante foi removido e descartado. O 
procedimento de lavagem com 130 μL de MyOne Beads Wash Solution foi repetido. O 
sobrenadante foi removido e130 μL de MyOne Beads Wash foram adicionados 
Solution. O tubo foi retirado da rack magnética, vortexado por 30 seg e centrifugado 






A tira de 8 poços foi preparada, foram pipetados 100 μL da solução que foi 
transferida para o poço 1 da tira. A solução MyOne Beads 130 μL foi colocadano poço 
2 da tira. Nos poços 3, 4 e 5 da tira pipetamos 300 μL de Ion One Touch Wash Solution. 
Os poços 6 e 8 ficaram vazios e no poço 7 pipetamos 300 μL da solução Melt-Off. O 
tubo de PCR de 0,2 mL foi adicionado com os 10 μL de Neutralization Solution no 
orifício próximo ao braço mecânico do equipamento. Posteriormente foi realizada a 





4.Controle de Qualidade 
 
 Para o controle de qualidade foram adicionados 19 μL de Annealing Buffer e 1 
μL de Ion Probes ao tubo de PCR com 2 μL da amostra. Levados ao termociclador ,após 
a termociclagem, foram adicionados 200 μL do Quality Control Wash Buffer 
centrifugado por 1,5 minutos. O sobrenadante foi retirado sem perturbar o pellet 
deixando 10 μL. A lavagem com 200 μL de wash buffer e centrifugação por mais 2 
vezes, sempre deixando o volume de 10 μL, foi repetida totalizando 3 lavagens. Depois 
da lavagem final, foi adicionado 190 μL do Quality Control Wash Buffer para um 
volume final de 200 μL. O conteúdo foi transferido para um tubo do Qubit para 




A reação de sequencimaneto foi realizada seguindo os documentos “Ion PGM™ 







Para a investigação de deleções ou duplicações nos genes candidatos utilizamos a 
técnica Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). Essa técnica é um 
método simples, sensível, rápido e econômico que visa à quantificação relativa quanto 
ao número de cópias de até 50 sequências de ácidos nucléicos em um experimento. 
 
Figura 6: Análise de número de cópias do gene ROR2 por MLPA. 
 
Para as reações de MLPA, selecionamos o kit P179 (Limb-1) que inclui sondas 
para o gene ROR2. A técnica MLPA permite a identificação do número de cópias de 
uma dada sequência de DNA por meio da hibridação de sondas específicas e 
amplificação por PCR. Essas sondas apresentam dois segmentos complementares às 
sequências-alvo de DNA: um oligonucleotídeo sintético curto e um oligonucleotídeo 
sintético longo. Este contém uma sequência stuffer que varia de tamanho nas diferentes 
sondas, permitindo a separação dos diferentes fragmentos por eletroforese capilar. Cada 
kit é composto de até 50 pares de sondas permitindo assim a análise de diversas regiões 
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simultaneamente. Inicialmente as sondas são hibridizadas ao DNA e em seguida os 
fragmentos são ligados por uma ligase. Após uma nova desnaturação o fragmento 
formado pela junção das sondas é amplificado por PCR. A reação de PCR é realizada 
com um único par de primers, comum a todas as sondas. Foram seguidos todos os 
passos e quantidades sugeridas pelo fabricante. 
*Condições de hibridação e amplificação: 5μL de DNA (50-100ng) foram colocados 
em microtubos e levados ao termociclador para desnaturação por 10 min a 98ºC. À 
temperatura ambiente foi adicionado o mix de hibridação contendo por reação 1,5μL de 
MLPA buffer e 1,5μL de SALSA probe mix, seguindo-se desnaturação a 95 ºC por 
1min e hibridação overnight a 60ºC (entre 16-20h). 
Após a hibridação foi adicionado o mix de ligação contendo 25μL de H2O, 3μL 
de Ligase Buffer A, 3μL de Ligase Buffer B e 1μL de enzima Ligase-65. Os tubos foram 
incubados por 15min a 54ºC e 5min a 98ºC. Em seguida foi realizada a amplificação por 
PCR. Para o volume final de 50μL, foram misturados 7,5μL de H2O, 2 μL de SALSA 
PCR  primer mix e 0,5 μL de SALSA polymerase. As condições da amplificação foram: 
35 ciclos de 30 seg a 95 ºC, hibridação a 60 ºC por 30 seg e extensão de 30seg a 72 ºC, 
seguidos de extensão final a 72 ºC por 20 min. A reação de MLPA foi realizada em 
amostras teste (pacientes) e controle (individuos fenotipicamente normais). 
Em seguida os fragmentos da PCR foram diluídos e misturados a 0,1 μL de 
GS500 LIZ® (Applied Biosystems, EUA) e 9 μL de Formamida Hi-Di (Applied 
Biosystems, EUA) e submetidos à eletroforese capilar. A análise do produto do MLPA 
foi feita em sequenciador automático ABI 3130 (Applied Biosystems).  
O marcador de peso molecular GS500 LIZ (Applied Biosystems) foi utilizado 
para determinação do tamanho dos fragmentos e os resultados foram analisados 
utilizando-se os programas Genemapper (Applied Biosystems) e Coffalyser (MRC-
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Holland). A análise dos resultados foi feita calculando-se o valor da intensidade de 
amplificação da sonda específica à média das intensidades de amplificação de todas as 







IV. Resultados e Discussão 
IV.1 Descrição clínica 
 
Paciente 1  
 
Paciente do sexo feminino com seis anos de idade, nascida na Índia, filha de pais não 
consanguíneos. Aos seis anos a estatura era de 90 cm (< 3º percentil) e o peso 14 kg (< 
3º percentil). Ao exame clinico observou-se baixa estatura, bossa frontal, 
hipertelorismo, ponte nasal deprimida. O nariz era curto com narinas antevertidas, 
hipertrofia gengival e a língua era bífida. As mãos e antebraços eram curtos, assim 
como os membros inferiores. Além disso as cabeças radiais eram deslocadas 
posteriormente em ambos os lados. 
 
Figura 10: paciente 1 com seis anos origem étnica da Índia 
Testes Radiológicos 
Exame radiológico da coluna mostrou hemivértebras na espinha dorsal. Foi observado 




                a                                                                 b  
                                                
                     Figura 11: a/b Imagens radiológicas da paciente 1 aos seis anos de idade 
 
Paciente 2  
Paciente do sexo feminino filha de casal não consanguíneo, originária dos Estados 
Unidos. Ao exame clínico apresentou baixa estatura, hipertelorismo, cílios longos, 
narinas antevertidas, ponte nasal larga, boca triangular, lábio superior fino, hipoplasia 
gengival, braquidactilia, polegar alargado, clinodactilia e limitação da supinação dos 
cotovelos. A genitália era hipoplásica. O exame radiológico revelou fusão de costelas. 
a                                                                                 b 
 
   Figura 12: a/b Paciente 2 aos 39  anos de idade 
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Paciente 3  
Paciente brasileira do sexo feminino com três anos de idade filha de casal não 
consanguíneo. Ao exame clinico observou-se baixa estatura, bossa frontal, 
hipertelorismo, cílios longos, ponte nasal larga e baixa, narinas antevertidas, boca 
triangular, microretrognatia e pescoço curto. Os membros superiores eram curtos, as 
mãos pequenas com braquidactilia, clinodactilia e polegares alargados. Apresentava 







.                                         Figura 13: Paciente 3 aos três anos de idade 
Testes radiológicos 
Os exames radiológicos revelaram encurtamento de mesomélico, subluxação proximal 
do radio bilateral, hipoplasia de fêmur direito, múltiplas malformações de vertebras 
torácicas, caracterizadas por hemivertebras e vertebras em borboleta. Fusão de arcos 





Paciente 4  
 
Paciente do sexo masculino, norte-americano, filho de pais não consangüíneos. Ao 
exame clínico apresentava: baixa estatura, bossa frontal, hipoplasia de face média, cílios 
longos, hipertelorismo (DII: 31mm, DIE: 93mm, ambas > 97
o
 percentil), nariz curto 
com narinas antevertidas, ponte nasal larga, filtro longo, boca triangular, cantos da boca 
voltados para baixo, lábio superior fino, língua bífida, hiperplasia de gengiva e 
microretrognatia. Tinha hipodontia. A genitália era hipoplasica com micropênis e 
hipospadia. Os membros tinham encurtamento mesomélico. As mãos tinham prega 





membranas interdigitais Exames de raios-X revelaram fusão de costelas, hemivértebras 
e idade óssea atrasada. 
           
        a                                                                      b                   















Figura 15: Heredograma do paciente 4 
Paciente 5 
Paciente originária da Turquia do sexo feminino, filha de um casal consanguíneo. Ao 
exame clínico observou-se baixa estatura, encurtamento de membros, fusão de costelas, 
hemivértebras, hipertelorismo, nariz curto com narinas antevertidas, ponte nasal larga, 
ponte nasal larga, hipoplasia do terço médio da face, cantos da boca voltados para 
baixo, hiperplasia gengival, micrognatia, língua bífida, braquidactilia, pectus excavatum 
e pequenos lábios hipoplásicos. Não foi possível obter imagens da paciente. 
Paciente 6  
Paciente brasileiro do sexo masculino, atualmente com 18 anos de idade, filho de casal 
consanguíneo. No exame clínico notou-se baixa estatura, macrocefalia, hipertelorismo, 
cílios longos, hipoplasia de face média, raiz nasal alargada e plana, ponta do nariz 
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quadrada, narinas antevertidas, micrognatia, hipertrofia gengival, palato alto, ponta da 
língua bífida, orelhas de implantação baixa. A genitália era hipoplásica.  
 
        a                                                                         b 
 
         
               
                                      Figura 16: a/b paciente 12 aos anos de idade 
 
 





                                     
                                    
 
 





Presença de deformidades na coluna dorsal, caracterizada pela presença de 
hemivertebras. Rádio e ulnas se mostraram encurtados e de espessura aumentada.  Nas 
mãos se observou metacarpianos e falanges curtas (braquidactilia). 
           
 
  











                     
                                   









Heredograma do paciente 6 
 
 
Fugura 20: Heredograma do paciente 6 
 
Paciente 7  
  
Paciente brasileira, filha de casal não consangüíneo, proveniente de mesma cidade do 
interior de Minas Gerais. Possuem oito irmãos normais e um irmão também afetado 
pela SRR. Ao exame clínico realizado aos 7 anos de idade a paciente apresentava: baixa 
estatura, fácies fetal, braquimesomelia, braquidactilia e hipoplasia de pequenos lábios. 
Seu irmão (13 anos) apresentava: macrocefalia, fronte ampla, hipertelorismo, cílios 
longos, nariz curto com ponta voltada para cima, narinas antevertidas, filtro longo, 
macrostomia, lábio inferior com fenda de linha média, língua bífida, micrognatia, 
encurtamento mesomélico de membros, braquidactilia, encurtamento de metacarpos, 
limitação do movimento de supinação dos cotovelos, unhas hipoplásicas, micropênis e 
criptorquidia.  Os exames de raios X dos afetados revelaram encurtamento e 
deformidade rádio-ulnar bilateral, hemivértebras torácicas e fusão de costelas. Não 
conseguimos contatar a família para novo exame clínico, coleta de sangue e 
aconselhamento genético. O material biológico havia sido armazenado para estudos 
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posteriores, com o consentimento dos responsáveis. O exame molecular foi realizado 
na amostra do irmão afetado 
a                                                                            b 
 
 




                                                     Figura 22: Heredograma do pacinte 7 
Paciente 8  
 
Paciente do sexo feminino, brasileira, filha de pais consangüíneos, sem outros casos na 
família. Foi encaminhada pelo Hospital de Reabilitação de Anomalias Crânio-faciais e 
examinada pela primeira vez no aos quatro anos de idade. Nasceu de parto cesáreo, 
pesando 3100g (25
o
 percentil) e tinha 40cm (< 3
o
 percentil). Ao exame clínico notou-se: 
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baixa estatura (97 cm, < 3
o
 percentil), hipoplasia de face média,pescoço curto, orelhas 
com rotação incompleta e de baixa implantação, hipertelorismo, epicanto, inclinação 
fissuras palpebrais oblico descendente, cílios longos, , ponte nasal larga e baixa, nariz 
bulboso, narinas antevertidas, boca triangular, lábio superior fino com arco de cupido 
acentuado,língua bífida, hiperplasia de gengiva, hipodontia (ausência de pré-molares 
superiores), má implantação dentária, retrognatia. Apresentava hipoplasia de clitóris e 
pequenos lábios. Ambas as mãos tinham prega palmar única, polegar alargado, 
ectrodactilia, sindactilia, braquidactilia e displasia de unhas. Os membros tinham 
encurtamento mesomélico. Os pés apresentavam hálux alargado e sindactilia cutânea do 
hálux e 2
o
 artelhos. Os mamilos eram hipoplásicos. Tinha pectus excavatum, escoliose, 
lordose e fusão de costelas.  
 
   a                                    b                                    c 
 




           Heredograma 
 
 
Figura 24: Heredograma da paciente 8 
 
Paciente 9  
 
Paciente do sexo masculino, brasileiro, filho de pais consangüíneos, sem outros casos na 
família. Foi encaminhado pelo Departamento de Genética da UNIFESP e examinado 
pela primeira vez aos cinco anos e seis meses. Nasceu de parto cesáreo, pesando 2500g 
(3
o
 percentil) e medindo 40cm (< 3
o
 percentil). Ao exame clínico notou-se: baixa 
estatura (88cm, < 3
o
  percentil), bossa frontal, calvície frontal, hipoplasia de face média, 
cílios longos, hipertelorismo, ponte nasal larga, narinas antevertidas, nariz com fenda 
mediana pronunciada, filtro longo, fenda labial e palatina, boca triangular, cantos da 
boca voltados para baixo, língua bífida, micrognatia, má-oclusão dentária. Tinha pectus 
excavatum, hérnia inguinal. Sua genitália era hipoplásica, com micropênis, criptorquidia 
e hipoplasia de saco escrotal. Possui encurtamento predominantemente mesomélico. As 
mãos tinham braquidactilia, polegares alargados, displasia de unhas e clinodactilia; os 
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 artelhos. Exames 
ultrassonográficos revelaram rins de dimensões diminuídas. 
 
      A    b    c 
                                                      
Figura 25: Imagens a/b/c do paciente 9  aos cinco anos e seis meses de idade 
 
 
                      
 








Paciente do sexo masculino nascido em 1993, filho de um casal consanguíneo, com 
duas irmãs não afetadas de origem Turca. Ao exame clínico observou-se testa 
proeminente, hipertelorismo, nariz curto com narinas antevertidas, ponte nasal larga e 
baixa, hipoplasia do terço médio da face, língua bífida, retrognatia, fusão de costelas, 
hemivertebras, braquidactilia, clinodactilia, polegares alargados, micropênis, 
criptorquidia, baixa estatura e encurtamento de membros. 
 
 
a                                                        b 
                                              
 
                                              



















                                        Figura 28: Herodograma do paciente 10  
 
Paciente 11  
 
Paciente do sexo masculino, brasileiro nascido em 1966, filho de casal consanguíneo. 
Ao exame clinico observou-se baixa estatura, bossa frontal, pescoço curto, narinas 
antevertidas, micro pênis, criptoquidismo, escoliose, fusão de várias vertebras, 
encurtamentos de membros superiores. 
a                                                                                    b 
                                             
                                                       Figura 28: Imagens a/b do paciente 11 
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IV.2 Diagnóstico Molecular 
 
O principal objetivo do trabalho foi detectar novas mutações no gene ROR2 em 
pacientes com síndrome de Robinow, forma autossômica recessiva. Sete dos 11 
pacientes apresentaram mutações em homozigose e quatro eram heterozigotos 
compostos.  As mutações em homozigose foram encontradas nos pacientes em que foi 
reportada a existência de consanguinidade. A Figura 7 mostra algumas das mutações 
identificadas por sequenciamento Sanger nos pacientes 7, 8 e 9. Na Tabela 2 estão 
descritas as mutações identificadas, seu efeito na sequencia da proteína e o país de 
origem dos pacientes. 
 
A                                                                                           B 
                                                       
        c.323G>A  (exon 3)             C                                               c.877delG (exon 6) 
 
                                                    c.2273 C>A (exon 9) 
Figura 7: Exemplos de eletroferogramas com mutações identificadas por 
sequenciamento Sanger.  
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Tabela 2 Mutações detectadas nos pacientes com SR autossômica recessiva, seu efeito na proteína e país de origem dos indivíduos. 
**Mutações já descritas na literatura 












11 3 Troca de sentido                                             c.323G>A                  R108Q Ig-like Brasil 
7 3 Troca de sentido c.323G>A R108Q Ig-like Brasil 




5 Perda de sentido c.613C>T ** R205X Rico em cisteina 




9 Troca de sentido c.1642C>T P548S Rico em cisteina 
10 4 e 5 
     
Mudança no quadro 
de leitura  Del+              
 
            Ig-like Turquia 




8 Perda de sentido c.1189C>T ** R397X Rico em cisteina 
4 6                         Troca de sentido c.899G>T C300F  Rico em cisteina 
EUA  7 Perda de sentido Del c+   
6 6 Troca de sentido c.717C>A C239X Rico em cisteina Brasil 
8 6 
 
Mudança no quadro 
de leitura             E293fsX444 Rico em cisteina Brasil 
9 9 Troca de sentido  c.2273 C>A               P692T Tirosina-quinase Brasil 
1 9               Troca de sentido             c.1516A>T                 I506F Rico em cisteina India 
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           O Paciente 10 apresenta uma deleção de dois exons inteiros, exons 4 e 5. O 
paciente foi investigado por MLPA por não ter sido possível amplificar os exons 4 e 5 
por sequenciamento Sanger após repetidas tentativas Figura 8.  
 
 
Figura 8: Análise de número de cópias do gene ROR2 por MLPA. As setas indicam a 
deleção em homozigose dos exons 4 e 5  do gene. 
 
 
Na literatura foram reportadas até o momento 19 diferentes mutações como 
mostra a Tabela 3. Comparando os nossos resultados com os previamente descritos 
observamos que das treze mutações diferentes identificadas em nosso trabalho, apenas 
quatro já haviam sido reportadas na literatura.  
Tabela 3: Mutações reportadas na literatura em pacientes com a forma 
autossômica recessiva da síndrome de Robinow. Dados obtidos de Van Bokhoven e 
















Troca de sentido c.227G>A 3 G76D 1 Índia 
Troca de sentido c.355C>T 3 R119X 1 Turquia 
Perda de sentido c.545G>A 5 C182Y 2 Turquia/Índia 
Troca de sentido c.550C>T 5 R184C 3 
Brasil/ 
Alemanha 
Troca de sentido c.565C>T 5 R189W 1 Paquistão 
Troca de sentido c.574T>G  Y192D 1 Egito 
Perda de sentido c.613C>T 5 R205X 3 Turquia 
Whole-exon deletion  6-7  1 Texas 
Troca de sentido c.668G>A 6 C223Y 1 Íindia 
Troca de sentido c.730C>T 6 R244W 1 UK 
Troca de sentido c.733G>A 6 A245T 1 UK 
Troca de sentido c.814C>T 6 R272C 1 Líbano 
Troca de sentido c.1096C>T 7 R366W 1 Paquistão 
Perda de sentido c.1189C>T 8 R397X 1 Turquia 
Perda de sentido c.1504C>T 9 Q502X 14 Oman 
Mudança no quadro 
de leitura 
c.1740-1774del 9 D580fsX124 1 Paquistão 
Troca de sentido c.1860T>A 9 N620K 1 Turquia 
Mudança no quadro 
de leitura 
c.1937-1943del 9 Y646fsX56 1 Turquia 
Perda de sentido c.2160G>A 9 W720X 1 Turquia 
 
          
As mutações recorrentes foram previamente descritas em pacientes da Turquia. O 
Paciente 5, apresenta duas mutações já descritas e também é da Turquia. No entanto, a 
Paciente 2 é heterozigota composta para duas mutações descritas em pacientes da 
Turquia, mas é americana. Não temos informações sobre a ancestralidade da paciente, 
no entanto não há relato de origem turca em parentes próximos.  
As primeiras descrições, e o maior número de relatos da forma autossômica 
recessiva da síndrome de Robinow foram de famílias turcas devido ao alto índice de 
casamentos consanguíneos que ocorrem na região. Na Figura 6 pode-se observar a 
estrutura do receptor ROR2 seus domínios extracelular e intracelular com apresentação 
das mutações já descritas pela literatura no lado A da figura e descrição das mutações 






A                                                 B 
 
 
Figura 9: Estrutura do receptor ROR2 com alteracoes dos aminoacidos a. já descritas na 
literatura no lado esquerdo da figura. b. mutações não descritas detectadas nos pacientes 
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Huang e cols., 2014 relatam que alterações no gene ROR2 também estão 
envolvidas com a braquidactilia tipo B que apresenta como principal característica a 
deficiência nas estruturas terminais dos dedos das mãos e pés. As mutações já 
detectadas alteram aminoácidos em regiões interdomínios, próximas ao domínio 
tirosina-quinase e tem como resultado a produção de uma proteína alterada devido a um 
ganho de função.  
A família de receptores tirosina-quinase corresponde a um grupo de receptores 
que realizam interações proteína-proteína em várias vias. Cada domínio tem uma função 
diferente; por exemplo, alterações no domínio rico em cisteina podem afetar ligações 
dissulfeto e dobramento da proteína, ou alterações no domínio tirosina quinase 
alterariam o processo de fosforilação. No entanto, Ali e Cols.,2007, observaram que 
mutações por substituição de aminoácidos no domínio rico em cisteína levam à retenção 
da proteína mutada no retículo endoplasmático, o que pode ocorrer também com 
mutações que afetam outros domínios.  
Em uma família do Libano foram descritas duas meninas, filhas de um casal 
consanguíneo, com manifestações ósseas muito leves, portadoras de mutação em 
homozigose no exon 6 (c.814C>T), que altera um aminoácido no domínio rico em 
cisteína, R272C. Apesar dessa mesma mutação não ter sido descrita em outros 
pacientes, mutações afetando esse domínio foram descritas em pacientes com fenótipos 
mais graves. Esses autores propuseram que uma possível retenção parcial da proteína no 
retículo endoplasmático poderia explicar a menor gravidade do quadro clinico (Cybel e 
cols.,2012). 
Na nossa amostra, o paciente quatro apresenta manifestações ósseas mais graves. 
A paciente 8 apresenta ectrodactilia. Esses dois pacientes tem mutações que alteram o 
quadro de leitura e que poderiam causar efeito mais grave na proteína. Esses dados 
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poderiam estar indicando a presença de uma possível correlação entre genótipo e 
fenótipo nos pacientes com mutação em ROR2. No entanto, o paciente 10 também 
apresenta uma grande deleção mas não há maior gravidade das malformações 
esqueléticas.  
Por outro lado, observam-se poucas diferenças fenotípicas entre os pacientes com 
a forma recessiva. Na nossa amostra, também não observamos diferenças significativas 
nos quadros clínicos além das citadas acima.  Outros estudos funcionais ainda precisam 
ser realizados para elucidar se de fato há perda total de função de ROR2 independente 
do tipo de mutação como proposto por Ali e Cols,(2007).  
 O trabalho de Mazzeu e cols., em 2007 reportou a frequência de 75 sinais e 
sintomas em pacientes com as formas dominante e recessiva em pacientes novos e já 
descritos na literatura. Esse trabalho estimou as frequências de cada sinal levando em 
conta a possibilidade dele estar ou não ausente quando não era reportado. Além disso, a 
classificação dos pacientes na forma recessiva foi feita com base apenas na gravidade 
das manifestações esqueléticas, principalmente fusão de costelas, e não na presença de 
mutações no gene. Com base na descrição clínica de nossos pacientes (anexo 1) 
construímos a Tabela 4 que mostra as frequências encontradas no trabalho de Mazzeu e 
cols., (2007) e a presença desses sinais em nossa amostra.  Importante ressaltar que 
foram adicionadas apenas as características com frequência > 25% de acordo com o 
trabalho de realizado por Mazzeu e cols., (2007). 
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Característica % n % PCT 1 PCT 2 PCT 3 PCT 4 PCT 5 PCT 6 PCT 7 PCT 8 PCT 9 PCT 10 PCT 11 
Hipertelorismo      100 11/11 100 X X X X X X X X X X X 
Encurtamento dos Membros 100 11/11 100 X X X X X X X X X X X 
Micropênis 100 06/06 100 Y Y Y X Y X X Y X X X 
Fusão de costelas 100 10/11   91 X X X X X A X X X X X 
Hemivértebra 97,5 08/11 72 X X X X X X X NR NR X NR 
Baixa Estatura 97,3 11/11 100 X X X X X X X X X X X 
Nariz curto 97 11/11     100 X X X X X X X X X X X 
Narinas Antevertidas 96,2 11/11      100 X X X X X X X X X X   X 
Cantos da Boca Voltado para Baixo 95,2 09/11     81 X X X X X X A X     X A X 
Ponte Nasal Larga 94,8 10/11      91 X X X X X X X X X X A 
Hipoplasia Terço Médio da Face 94,2 10/11 91 X X X X X X NR X X X X 
Má Oclusão Dentária 93,6 03/11 27 NR A NR X NR X NR X NR A NR 
Nariz curto 93,2 11/11 100 X X X X X X X X X X X 
Braquidactilia 91,4 11/11 100 X X X X X X X X X X X 
Clinodactilia 87,8 07/11 63 NR X X X A X NR X X X NR 
Boca triangular 86,2 08/11 72 X X X X A X A X X A X 
Pequenos Lábios Hipoplásicos 80,8 04/05               80 A X X Y X Y Y X Y Y Y 
Clitóris Hipoplásico 79,4 03/05 60 A X X Y A Y Y X Y Y Y 
Testa Proeminente 77,8 10/11    91 X X X X NR X X X X X X 
Escoliose 
 
77,4 07/11    63 A X X X A A X X X A X 
Hiperplasia gingival 71,4 06/11    54 X X X X X A NR X NR A NR 
Micrognatia 68,2 07/11 63 X A X X X X X A X A NR 
Criptorquidia 66,7 04/06   66 Y Y Y A Y A X Y X X X 
Cílios Longos 58,8 08/11   72 X X X X NR X X X X A NR 










Característica % n % PCT 1 PCT 2 PCT 3 PCT 4 PCT 5 PCT 6 PCT 7 PCT 8 PCT 9 PCT 10 PCT 11 
Lingua Bífida 58,5 11/11 100 X X X X X X X X X X X 
          Ponte Nasal Baixa 48,7 07/11 63 X A X X X A X X A X A 
Hipoplasia Grandes Lábios 39,8 01/05     20 A X A Y A Y Y A Y Y Y 
Retrognatia 36,6 06/11    54 X A X X X A NR X A X NR 
Polegares alargados 30,6 06/11 54 NR X X A X NR X A X X A 
Pectus Excavatum 30,6 06/11 54 NR X X NR NR X NR X X A X 
Lábio Superior Fino 29 08/11     72 X X X X A A X X X A X 
Origem Geográfica 
 
   Índia EUA Brasil EUA Turquia Brasil Brasil Brasil Brasil Turquia Brasil 




Observamos que os nossos pacientes apresentam frequências semelhante as do 
trabalho de Mazzeu e cols., (2007) para a maior parte dos sinais clínicos. A primeira 
exceção foi a fusão de costelas que estava ausente no paciente 6 e que foi considerada 
como critério para a classificação na forma recessiva no trabalho anterior.  
A má oclusão dentária foi uma característica em que houve uma de frequência 
destoante entre os dois trabalhos, pois a literatura apresenta 93,6% e no nosso trabalho 
apenas três dos 11 pacientes tinham má oclusão. No entanto esse foi o sinal clínico com 
maior número de casos em que o sinal não foi assinalado nem como presente nem como 
ausente, o que poderia explicar essa discrepância.  
 A língua bífida estava presente em 100% dos pacientes do nosso trabalho 
enquanto que no trabalho anterior a frequência era de 58,5%.  Esse sinal se mostrou 
fundamental para a caracterização da síndrome, sendo também frequente na forma 
autossômica dominante (38,5% segundo o trabalho de Mazzeu e cols., 2007).  
Outro sinal discrepante foi o lábio superior fino que apresentou uma frequência de 
72% no presente trabalho e 29% no trabalho anterior. Os dados acima corroboram a 
hipótese de que sinais clínicos mais leves como língua bífida e lábio superior fino são 
mais frequentemente não reportados nos artigos do que os sinais mais graves. Vale 
ressaltar que cinco dos nossos pacientes foram também incluídos no trabalho de Mazzeu 
(2007). 
As demais características se apresentam em conformidade de frequência quando 
comparamos os dois trabalhos, ressaltando as principais características clínicas 
apresentadas pelos portadores da síndrome. A alta frequência encontrada para a maioria 
dos sinais consolida ainda mais a ideia da relação genótipo/fenótipo, pois o grupo de 
pacientes, mesmo com mutações diferentes, se apresentou homogêneo com relação aos 
sinais clínicos.   
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Após a identificação dos principais genes envolvidos na forma autossômica 
dominante será possível realizar uma melhor caracterização clínica das diferentes 
formas da síndrome e os dados do presente trabalho certamente contribuirão para a 







        Em nossa pesquisa, trabalhamos com 11 pacientes afetados pela forma 
autossômica recessiva da Síndrome de Robinow e em todos identificamos mutações no 
gene ROR2. Das 13 mutações diferentes detectadas 10 nunca foram descritas na 
literatura e, portanto, nosso trabalho contribui para composição do quadro de mutações 
já descritas, cooperando para composição das mutações mais frequentes auxiliando 
assim o diagnóstico molecular e aconselhamento genético.  
  A descrição clínica detalhada dos pacientes com diagnóstico confirmado 
molecularmente contribuiu para a definição das frequências dos principais sinais 
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